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RESUMEN 

Antecedentes: El dióxido de titanio grado alimenticio (E171) es ampliamente utilizado 

como aditivo en alimentos para dar color blanco y opacidad. Se encuentra en lácteos, 

dulces y repostería, además está presente en pastas dentales y en productos 

farmacéuticos por lo que la población en general está altamente expuesta a este aditivo 

por vía oral. 

A pesar de que se conocen algunos efectos tóxicos del dióxido de titanio por vía 

inhalatoria y oral, la información sobre el E171 es muy limitada. Se sabe que el E171 es 

internalizado y acumulado en células de colon, sin embargo, no se han estudiado los 

efectos genotóxicos del E171 en el este tejido, ni los mecanismos por los cuales podría 

causar daño al DNA; por lo que el objetivo de este trabajo fue analizar el daño a DNA 

por la exposición en el colon de ratones sanos alimentados con E171 por 4 y 10 

semanas. Además, para estudiar el mecanismo de este daño, se determinó la formación 

de micronúcleos (MN) en células de cáncer colorrectal (HCT116) expuestas a E171 

durante 24 horas, y de manera acelular, se evaluó la capacidad fotocatalítica del E171 y 

el daño directo a DNA plasmídico inducido por la exposición a E171.  

Método: Se administró E171 por medio del alimento (0.5% del peso total del alimento) 

a ratones sanos y se evaluaron las rupturas de doble cadena en el DNA, además se 

evaluó el daño genotóxico por medio del ensayo de MN en concentraciones no 

citotóxicas en células HCT116 de cáncer colorrectal. Se evaluó la capacidad 

fotocatalítica del E171 por medio del ensayo de degradación de azul de metileno (AM), 

además de evaluar el efecto que tiene la incubación del E171 con proteínas como suero 

fetal bovino (SFB) y albúmina en la capacidad fotocatalítica del mismo. Finalmente, para 

determinar si el E171 podría tener interacción directa con el DNA, se realizó un ensayo 

de degradación de DNA plasmídico.  

Resultados: El daño al DNA en el colon de ratones alimentados con 0.5% de E171 a 

las 4 semanas se incrementó 3 veces en comparación al control y esto se mantuvó a las 

10 semanas de tratamiento. Por otra parte, las concentraciones de 5, 10, 50 y 100 µg/cm2 

de E171, no son citotóxicas para las células HCT116 por lo que fueron utilizadas para el 

ensayo de MN. El número de MN en células HCT116 expuestas a E171 aumentó 1.9, 
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2.4 y 3.6 veces con las concentraciones de 5, 10 y 50 µg/cm2 respectivamente, los MN 

en la concentración de 100 µg/cm2 no pudieron ser contados debido a la interferencia de 

los aglomerados de E171 en la interpretación de los resultados. En los ensayos 

acelulares, se encontró que el E171 tiene capacidad fotocatalítica contrario a lo 

anteriormente reportado, además, esta se ve reducida 5.6 y 2.4 veces al ser incubado 

con SFB y 0.1% de albúmina respectivamente. Al exponer DNA plasmídico a distintas 

concentraciones de E171, el DNA cambia de la forma super enrollada a circular de una 

manera dosis dependiente, lo que indica la generación de ruptura de cadena sencilla 

Conclusión: El E171 causa genotoxicidad in vivo e in vitro en colon. Esto se ve en un 

aumento de 3 veces de rupturas de doble cadena en tejido de colon de ratones al ser 

administrado a través de la dieta y de forma in vitro se observa en la inducción de la 

formación de MN, en células de cáncer colorrectal, de manera concentración 

dependiente. El E171 posee actividad fotocatalítica la cual se ve reducida al recubrir las 

partículas con SFB y albúmina del medio. Finalmente, el E171, puede causar rupturas 

de doble cadena en un modelo acelular de degradación de DNA plasmídico. 
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ABREVIACIONES 

AM Azul de metileno 

ATCC Del inglés American Type 
Culture Collection: Colección 
Americana de Cultivos 

CBMN Células binucleadas con 
micronúcleos 

CCR Cáncer colorrectal 

CIN Inestabilidad cromosómica 

E171 Dióxido de titanio grado 
alimenticio 

EPA Del inglés Environmental 
Protection Agency: Agencia de 
protección al Ambiente de Estados 
Unidos 

FAP Poliposis adenomatosa familiar 

FDA Del inglés Food and Drug 
Administration: Administración de 
Medicamentos y Alimentos 

HBSS Del inglés Hanks Balanced Salt 
Solution: Solución salina de Hanks 

HNPCC Cáncer colorrectal hereditario 
no polipósico 

HR Del inglés Homologous 
recombination: recombinación 
homóloga 

IARC Del inglés International Agency 
for Research on Cancer: Agencia 

Internacional de Investigación para el 
cáncer 

Kgbw Del inglés body weight: 
Kilogramo de peso corporal 

MMR Del inglés Mismatch Repair: 
Sistema de reparación de 
desapareamiento de bases 

MN Micronúcleos 

NHEJ Del inglés Non homologous end 
joining: recombinación no homóloga  

NM Nanomateriales 

NP Nanopartícula 

NPs Nanopartículas 

OECD Del inglés Organisation for 
Economic Co-operation and 
Development: Organización para la 
cooperación económica y el desarrollo  

ROS Especies reactivas de oxígeno 

SFB Suero fetal bovino 

TiO2 Dióxido de titanio 

TiO2 NPs Nanopartículas de dióxido 
de titanio 

TiO2-B Cintas de dióxido de titanio 

TiO2-S Esferas de dióxido de titanio 

UV Luz ultravioleta 

γH2AX Histona fosforilada H2AX 
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1. Introducción 
1.1 Nanomateriales, definición y aplicaciones 

Los nanomateriales (NMs) son definidos por la Unión Europea como materiales que 

consisten en al menos 10% de partículas con una o más dimensiones en el intervalo de 

1 nm a 100 nm. Los NMs se clasifican en naturales, que son el producto de procesos 

como erosión y erupciones volcánicas, incidentales los cuales son generados por los 

humanos sin intención y son producto de procesos como combustión, por último, los NM 

manufacturados que son intencionalmente fabricados con características específicas 

para ser utilizados en un amplio espectro de aplicaciones en la medicina, la electrónica, 

la agricultura, el tratamiento de aguas, la industria textil, la fabricación de productos de 

uso personal y la industria alimenticia (EPA, 2016).  

Los NMs manufacturados pueden clasificarse por su composición química y estructura 

física en cuatro grandes grupos según la Agencia de Protección al Ambiente de Estados 

Unidos (EPA): 

• NMs de base de carbono 

o Son moléculas compuestas principalmente de carbón y organizadas en 

formas específicas como esferas huecas y tubos. 

o Son utilizados en baterías, en el cuerpo de automóviles y aviones o 

cohetes, y en diagnóstico médico y herramientas de imagen. 

o Ejemplos: nanotubos de carbón, nanofibras de carbón, carbon black. 

• Dendrímeros 

o Son moléculas ramificadas que proveen cavidades internas para 

transportar otras moléculas y pueden estar funcionalizados en su 

superficie. 

o Son utilizados en recubrimientos, bioremedación, tintas, para contraste de 

imagen o incluso como medicamentos. 

o Los más comúnmente utilizados están formados por estructuras de 

aminas y amidas (nitrógeno, hidrógeno y carbón). 
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• Quantum dots 

o Son semiconductores cristalinos, usualmente de metal que al ser 

manipulado su tamaño puede resultar en diferentes colores fluorescentes. 

o Entre sus usos se encuentran luces de LED compuestas de quantum dots 

de cadmio selenio, para análisis de imagen de células y moléculas y en 

paneles solares. 

• Con base metálica u óxido-metálica 

o Son generalmente nanopartículas (NPs) esféricas compuestas en su 

totalidad o en parte, de uno o dos metales. Poseen propiedades ópticas, 

térmicas, magnéticas, de óxido reducción y de conductividad específicas. 

o Entre sus usos se encuentra el acarreamiento de fármacos, la formación 

de cubiertas antibacteriales y como semiconductores en aparatos 

electrónicos. 

o Ejemplos: NPs de dióxido de titanio (TiO2 NPs) en protectores solares y 

alimentos, NPs de plata como agentes antibacteriales y NPs de sílice 

utilizadas en productos de plástico. 

Además de estos NM, existen otros como los nanocompuestos los cuales son NMs 

multifásicos donde una o más de las fases que lo componen tiene al menos una 

dimensión dentro de 1 a 100 nm, pueden ser orgánicos, inorgánicos o combinados. 

Además los nanocompuestos son utilizados en la medicina como acarradeores de 

fármacos, en la electrónica, en la fabricación de electrodos, en la imprenta de litografías 

y en la industria alimenticia (Paul et al, 2008). Un ejemplo de estos son los 

nanocompositos de almidón y arcilla utilizados en el empaquetamiento de alimentos 

(Romero-Bastida et al, 2015).  

El uso de NMs ofrece gran cantidad de ventajas en las muchas aplicaciones existentes, 

sin embargo, hay ciertas desventajas a considerar, por ejemplo, se ha demostrado que 

existen riesgos para la salud de los trabajadores que manejan NMs en la industria y se 

encuentran expuestos por vía inhalatoria de manera crónica (Boffeta et al, 2014). 

Además, en diversos estudios in vitro e in vivo, se ha demostrado que algunos de estos 
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NMs pueden tener efectos genotóxicos, citotóxicos, carcinogénicos o pro-inflamatorios 

vía inhalatoria (Bakand et al, 2016).  

Por otro lado, debido al aumento de su aplicación en la biomedicina y en productos 

alimenticios y de uso personal, es importante también analizar los riesgos de exposición 

y crear medidas de regulación para su uso (Kroll et al, 2009).  Las investigaciones sobre 

la toxicidad de los NMs han crecido exponencialmente en los últimos años, lo que indica 

que hay una gran preocupación por sus posibles efectos sobre la salud. En especial las 

NPs de óxidos metálicos, que son las más fabricadas y comercializadas, por lo que es 

importante hacer estudios sobre su toxicidad para poder evaluar el riesgo de exposición 

a ellas (Piccinno et al, 2012).  

Existen diversas características y consideraciones que afectan la toxicidad de una NP, 

como el tiempo y la vía de exposición, la cual puede ser oral, dérmica, inhalatoria e 

intravenosa. También se debe tomar en cuenta el medio de dispersión, la composición 

de la partícula, el tamaño de la misma, la capacidad fotocatalítica y la carga (Figura 1; 

Stamm et al, 2012). Por ejemplo, se ha demostrado que cuando se disminuye el tamaño 

de las TiO2 NPs, el área superficial y reactiva de las mismas aumenta y se eleva su 

potencial para producir especies reactivas de oxígeno (ROS) las que pueden tener 

influencia en el desarrollo de inflamación, toxicidad y enfermedades crónicas (Figura 1; 

Lomer et al, 2002; Shi et al, 2013; Peters et al, 2014). Por otro lado, la carga de las TiO2 

NPs cambia con respecto al pH del medio, a pH 10 la carga es negativa mientras que a 

pH 3 la carga es positiva (Jiang et al, 2009). Además, la estructura cristalina de una NP 

puede definir su capacidad fotocatalítica, lo cual está relacionado directamente con la 

formación de ROS. Específicamente, se sabe que en cuanto a las TiO2 NPs, la fase 

anatasa es la más tóxica (Sayes et al, 2006).  
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Figura 1. Principales características que influyen en la toxicidad de una NP. En la 
fotocatálisis ese forma el radical hidroxilo (.OH). Modificado de Borel & Sabliov, 2014. 

 

1.2 Genotoxicidad inducida por la exposición a nanomateriales 

Una parte importante de la evaluación de riesgo del uso de NMs es su capacidad para 

inducir citotoxicidad y genotoxicidad. La primera se refiere al daño que puede causar a 

nivel celular y la segunda es el daño en el DNA. Se sabe que la genotoxicidad es un 

paso fundamental en el inicio y desarrollo del cáncer (Lee et al, 2013), por lo que también 

se han estudiado los efectos carcinogénicos de distintos NMs (Mroz et al, 2008; Singh 

et al, 2009; Paino et al, 2012). 

Existen diversos mecanismos por los que las NPs pueden ser causantes de 

genotoxicidad, éstos se dividen en mecanismos primarios y secundarios. Los primarios 

están directamente relacionados con las NPs y se dan a nivel celular, pueden ser 

directos si actúan al entrar en contacto con el DNA o indirectos si dañan moléculas 

intermediarias que son componentes de la división celular, como lípidos o proteínas las 

cuales pueden ser dañadas por intermediarios como ROS. Los mecanismos 

secundarios consisten en la habilidad de las NPs de inducir inflamación crónica, que 
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resulta en la generación exacerbada y sostenida de ROS por macrófagos y neutrófilos 

reclutados en el sitio del daño como mecanismo de defensa (Figura 2; Lee et al, 2013; 

Zijno et al, 2015). 

 

 

Figura 2. Mecanismos de genotoxicidad directa e indirecta por acción de 
NPs. Las NPs pueden interactuar con el DNA rompiendo el esqueleto de 
azúcar-fosfato o mediante especies reactivas de oxígeno (ROS) oxidando 
cualquiera de las cuatro bases que componen el DNA (C, G, T, A), sin 
embargo, se sabe que la oxidación de las guaninas (G) es la lesión más 
común. 

 

Se han hecho diversos estudios con NMs para probar su capacidad de inducir 

genotoxicidad y en la mayoría se han encontrado resultados positivos. Por ejemplo, en 

una revisión de Landsiedel en el 2009, de 26 NMs probados, se encontraron 20 que 

dieron resultado positivo en daño a DNA y sólo 6 dieron resultados negativos (Landsiedel 

et al, 2009). Además, se han realizado otros estudios más recientemente en los que se 

ha visto el mismo efecto (Tabla 1).  
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1.3 Nanopartículas de dióxido de titanio 

Las TiO2 NPs son el NM más producido a nivel mundial (Garduño-Balderas et al, 2015). 

Estas son sintetizadas a partir de dióxido de titanio (TiO2; CAS-No.13463-67-7), el cual 

también es conocido como óxido de titanio (IV), ácido de titanio anhidro, titanio, 

anhídrido titánico o blanco titanio y es la forma natural del titanio (Shi et al, 2013). El 

TiO2 es un polvo blanco insoluble en agua y que se encuentra de manera natural 

principalmente en tres formas cristalinas: rutilo, anatasa y brookita (Figura 3: Peters 

et al, 2014). Es un material semiconductor, químicamente inerte y tiene actividad 

Tabla 1. Efecto genotóxico de distintos NMs en diversas líneas celulares. 

ESTUDIOS DE GENOTOXICIDAD DE	NMS	

NANOMATERIAL	 Modelo	 Concentración	
genotóxica	

Referencia	

BASE	DE	CARBÓN	 Fullerenos	C60	 Linfocitos	humanos	 2.2	µg/L	 Dhawan	et	al,	2006.	

Nanotubos	de	
carbón	de	pared	
simple	

Células	V79	de	
fibroblastos	de	
riñón	

96	mg/cm2	 Kisin	et	al,	2007.	

Nanotubos	de	
carbón	de	pared	
múltiple		

Células	MCF-7	de	
cáncer	de	mama	y		
RLE	de	pulmón	de	
ratón	

50	µg/mL	 Muller	et	al,	2008.	

Carbon	black	 Células	A549	de	
adenocarcinoma	de	
pulmón	

100	µg/mL	 Mroz	et	al,	2008.	

Grafeno	 Células	
mesenquimales	
humanas	

0.1	μg/mL	 Akhavan	et	al,	
2012.	

DENDRÍMEROS	 PPI	(poli	propilen	
imina)	

Células	sanguíneas	
mononucleares	

500	μg/mL	 Ziemba	et	al,	2012.	

PAMAM		 Células	CHO-K1	
De	ovario	de	
hámster	chino	

800	μg/mL	 Shah	et	al,	2013.	

QUATUM	DOTS	 CdSe	quantum	dots	
con	ácido	
mercaptoacético	

In	vivo	en	ratones	
vía	oral	

2000	mg/kg	 Khalil	et	al,	2011.	

Dióxido	de	titanio	
(TiO2)	

Linfocitos	de	sangre	
periférica	de	
humano	

100	μg/mL	 Demir	et	al,	2013.	

ÓXIDOS	METÁLICOS	 Óxido	de	zinc	(ZnO)	 Fibroblastos	de	
embrión	de	ratón	

5	μg/mL	 Yang	et	al,	2009.	

Plata	(Ag)	 BEAS-2B	células	de	
cáncer	de	pulmón	

10	μg/mL	 Gliga	et	al,	2014.	

Óxido	de	cobre	
(CuO)	

Células	A549	de	
adenocarcinoma	de	
pulmón	
	

40	µg/mL	 Karlsson	et	al,	
2008.	
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fotocatalítica (Houas et al, 2011; Obolenskaya et al¸ 2015). Estas características le 

dan un amplio campo de aplicaciones, como en la fabricación de pinturas, papeles, 

celdas solares, plásticos, excipientes en tabletas. También se utiliza en varios 

productos de uso personal como cosméticos, protectores solares y como aditivo en 

alimentos, es muy utilizado principalmente porque en bajas cantidades se pueden 

obtener las propiedades deseadas (Peters et al, 2014).  

El TiO2 ha sido clasificado en el grupo 2B de la IARC como posible carcinógeno para 

humanos, esto debido a estudios en ratas en los que se ve la formación de tumores en 

los pulmones tras la exposición prolongada vía inhalatoria a TiO2 (IARC, 2006). De las 

estructuras cristalinas del TiO2, se sabe que la anatasa es la más químicamente 

reactiva (Shi et al, 2013; Sayes et al, 2006), debido a que la actividad fotocatalítica 

del TiO2 al ser expuesto a luz UV, incrementa al aumentar la fracción de anatasa en 

las partículas (Jang et al, 2001). Además, debido a que se sabe que la anatasa 

genera ROS al ser expuesta a luz UV, se ha sugerido que puede tener mayor 

potencial tóxico que el rutilo y la brookita (Sayes et al, 2006).  

FORMAS CRISTALINAS DEL DIÓXIDO DE TITANIO	

	

Figura 3. Formas cristalinas del dióxido de titanio (TiO2) con su respectivo arreglo 
molecular. A la derecha se muestra la estructura química y la vista del polvo 
comercial de TiO2. Peters et al, 2014. 
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Se sabe que las TiO2 NPs difieren de su material original en cuanto a los efectos 

biológicos debido a que sus propiedades fisicoquímicas pueden cambiar con el tamaño, 

la forma y la composición de la partícula (Shi et al, 2013). El área de reacción del TiO2 

aumenta al disminuir su tamaño y así se mejoran sus propiedades físicas, es por esto 

que la fabricación de TiO2 NPs ha crecido exponencialmente en los últimos años 

alcanzando un estimado de 10,000 toneladas al año (Piccinno et al, 2012).  

1.4 El dióxido de titanio como aditivo en los alimentos (E171) 
Se consideran como aditivos para alimentos a las sustancias que se adicionan 

directamente a los alimentos y bebidas, durante su elaboración para proporcionar o 

intensificar aroma, color o sabor; para mejorar su estabilidad o para su conservación 

(NOM-187-SSA1/SCFI-2002, 2003). 

 

El TiO2 utilizado como aditivo en los alimentos recibe el nombre de E171 (Figura 4), 

según la designación de la Unión Europea. Otros nombres para el E171 son CI77891 y 

pigmento blanco 6. El E171 está disponible en forma de anatasa, rutilo o una mezcla de 

los dos, sin embargo se prefiere la utilización de anatasa debido a que brinda mayor 

blancura (Peters et al, 2014).  

 

Figura 4. Imagen de E171 obtenida por microscopia electrónica de barrido. Tomado de Urrutia-Ortega et 

al, 2016.	 

El E171 está aprobado como aditivo en alimentos desde 1966 (FDA, 2015) y se utiliza 

en diversos alimentos para darles color blanco, brillo u opacidad, además es usado en 
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productos farmacéuticos como excipiente en tabletas. Se ha encontrado que entre los 

alimentos con mayor concentración de titanio están las gomas de mascar con cubierta 

dura, dulces confitados, bebidas preparadas de polvo endulzado y repostería (Figura 5: 

Weir et al, 2012; Athinarayanan et al, 2015). Estos alimentos pueden llegar a contener 

hasta 5 µg Ti/ mg de alimento. Además se estima que en la población de Estados Unidos 

y el Reino Unido, el intervalo de ingesta de E171 va desde 0.2 hasta 3 mg TiO2/kgbw/al 

día (Weir et al, 2012). Además, el E171 es utilizado en México en la elaboración de 

harinas, tortillas y tostadas preenvasadas, helados, quesos frescos y procesados, 

dulces a base de leche y todo tipo de cremas. Este puede ser utilizado según las 

buenas prácticas de manufactura las cuales indican que debe utilizarse la mínima 

cantidad de E171 necesaria para alcanzar las propiedades deseadas (NOM-243-

SSA1-2010). 

 

Figura 5. Cantidad de titanio por mg de producto en diversos alimentos. Modificado 
de Weir et al, 2012. 

 

Por otro lado, en Estados Unidos el E171 puede ser utilizado en una concentración de 

hasta 1% del peso del producto, mientras que en la Unión Europea se puede usar en 
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niveles quantum satis lo que significa “añadir cuanto sea necesario de un ingrediente 

para que sea alcanzado el efecto deseado, pero no se añada más si se considera 

demasiado” (Traducido de http://food.gov.uk/multimedia/pdfs/guidance.pdf consultado el 

08/06/2016). 

A pesar de que el E171 es un colorante muy utilizado en alimentos, la información de las 

propiedades fisicoquímicas de las TiO2 NPs en alimentos es limitada. Tal información es 

importante para aportar bases para la estimación del riesgo por exposición oral a TiO2 

NPs en humanos (Yang et al, 2014). En años recientes se ha encontrado presencia de 

hasta 36% TiO2 NPs en alimentos (Peters et al, 2014; Weir et al, 2012), lo cual causa 

preocupación por sus efectos sobre la salud del sistema gastrointestinal en humanos.  

1.5 Efecto de las nanopartículas de dióxido de titanio en distintos modelos 
experimentales del tracto gastrointestinal 

Existen diversas vías de exposición por las cuales los humanos podemos estar en 

contacto con TiO2 NPs. Las más importantes son la vía inhalatoria en ambientes 

ocupacionales, la vía dérmica mediante el uso de protectores solares y cosméticos, 

y la vía oral, mediante el consumo de alimentos con E171. Se ha demostrado que la 

inhalación crónica de TiO2 NPs puede causar efectos cancerígenos y también se 

sabe que la exposición mediante la vía dérmica no representa un riesgo para la salud, 

sin embargo, la vía oral ha sido muy poco estudiada (Shi et al, 2013).  

Estudios in vivo en humanos 

Se han realizado muy pocos estudios sobre los efectos de las TiO2 NPs en humanos 

y aún menos con E171. En biopsias de niños de 3 a 18 años con enfermedad 

inflamatoria del intestino se encontraron cúmulos de pigmentos en las placas de 

Peyer compuestos principalmente de titanio y aluminosilicatos. Además estos 

cúmulos de pigmento mostraron un aumento de tamaño con relación a la edad de los 

niños, lo que puede indicar que hay acumulación de pigmentos a través de los años 

(Hummel et al, 2014). En otro estudio, en el que voluntarios humanos consumieron 

una capsula con 50 mg de E171, se encontró que después de 6 h de haber sido 

ingerido se encuentra la mayor absorción en torrente sanguíneo además que la 
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principal ruta de absorción es el intestino en su parte distal. Esto indica que el E171 

puede ser absorbido y distribuido en el sangre después de haber sido consumido vía 

oral (Pele et al, 2015). Por otro lado, Jones et al, en el 2015 administraron 5 mg/kgbw 

de NPs (15 y 100 nm) y micropartículas (<5 µm) de TiO2 a voluntarios y no 

encontraron evidencia de absorción del TiO2 sin importar el tamaño de las partículas 

(Jones et al, 2015). 

Estudios in vivo en modelos murinos 

Se han realizado diversos estudios en sistemas murinos para evaluar los efectos de 

las TiO2 NPs en diferentes partes del tracto gastrointestinal. Wang, et al en el 2007 

administraron 5 g/kgbw de NPs nanométricas (25 y 80 nm) y partículas finas (155 nm) 

de TiO2 vía intragástrica en ratones y encontraron acumulación en hígado, bazo, 

riñones y pulmones lo que indica que el TiO2 puede llegar a diversos órganos a través 

del tracto gastrointestinal (Wang et al, 2007). Nogueira, et al en el 2012 encontraron 

que las partículas de TiO2 en tamaño nanométrico (66 nm) y en tamaño micrométrico 

(260 nm), administradas en dosis de 100 mg/kgbw por medio de una sonda a ratones 

macho ocasionaban inflamación e hiperplasia en el intestino delgado (Nogueira et al, 

2012). Brun, et al en el 2014 administraron TiO2 NPs de 12 nm vía intragástrica en 

ratones y encontraron regiones ricas en Ti en las vellosidades del íleon y en la 

periferia de los nódulos linfáticos de los ratones, así como que la exposición a las 

TiO2 NPs aumentó la permeabilidad paracelular en el intestino y disminuyó la 

expresión de genes que codifican proteínas que influyen en el mantenimiento de las 

uniones celulares en el íleon. Esto sugiere que las TiO2 NPs pueden pasar a través 

del íleon sugiriendo la ruta paracelular por medio de las conexiones celulares rotas 

(Brun et al, 2014). Por otro lado, se ha visto que el E171 puede llegar a la circulación 

sanguínea tras 6 h de ingestión (Pele et al, 2015). Además, en un modelo murino de 

cáncer colorrectal se encontró un aumento significativo de tumores en el colon al 

administrar E171 vía intragástrica y se demostró que el E171 puede ser internalizado 

en células de colon y almacenado durante varias divisiones celulares (Urrutia-Ortega 

et al, 2016). Cabe señalar que la heterogeneidad en las condiciones de exposición de 

los diversos estudios lleva a una interpretación parcial de los riesgos de exposición y 
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deben llevarse a cabo estudios más apegados a la realidad en cuanto a las condiciones 

de exposición (Iavicoli et al, 2011). 

Estudios in vitro relacionados al tracto gastrointestinal 

Los modelos in vitro, permiten observar de manera más específica diferentes 

mecanismos de toxicidad. Se han realizado diversos estudios in vitro en los que se ha 

encontrado que la toxicidad de las TiO2 NPs depende de características como; a) 

tamaño, la toxicidad aumenta al disminuir el tamaño, b) forma, c) área superficial, entre 

mayor es el área superficial, mayor es la toxicidad y d) carga de la superficie, esta última 

afecta en mayor medida a la respuesta inflamatoria celular y la internalización de las 

NPs, dependiendo de la línea celular utilizada (Iavicoli et al, 2011). 

En diversos estudios en los que se han expuesto líneas celulares relacionadas al 

tracto gastrointestinal a TiO2 NPs por 24 h, se ha encontrado formación de especies 

ROS en células de cáncer colorrectal (Caco-2; De Angelis et al, 2013), estrés 

oxidativo y genotoxicidad en células de cáncer de epitelio gástrico (AGS; Gerloff et 

al, 2009, Botelho et al, 2014). Estos estudios utilizaron concentraciones desde 20 

hasta 150 µg/mL. Jones et al en el 2015 expusieron células Caco-2 a 50 y 100 µg/mL 

de TiO2 NPs y a micropartículas de TiO2 (TiO2 MPs) por 3 horas, y encontraron que 

la penetración en la parte basal de la capa celular fue de menos del 0.05% en todas 

las concentraciones utilizadas. Teubl et al en el 2015 utilizaron TiO2 NPs hidrofílicas 

de 20 nm recubiertas con glicerol y TiO2 NPs hidrofóbicas de 20 nm recubiertas con 

dimeticona que aplicaron a células de epitelio bucal de humano (TR146) y a células 

de pulmón de hámster chino (V79) en concentraciones de 50, 100, 150 y 200 µg/mL 

por 24 h. Encontraron que las NPs hidrofílicas inducían una mayor producción de 

ROS. Brun et al, en  2014 administraron TiO2 NPs de 12 nm en concentraciones de 

50, 100 y 200 µg/mL a células Caco-2, células Caco-2 en co-cultivo con células de 

adenocarcinoma de colon HT29-MTX (Caco-2/HT29-MTX) y células Caco-2 en co-

cultivo con células de linfoma RajiB (Caco-2/RajiB). Eencontraron que los 

aglomerados de TiO2 NPs no solo pasan a través del modelo Caco-2/RajiB y que a 

diferencia de los modelos in vivo y ex vivo, no hubo disrupción en las uniones 

celulares, en las células Caco-2 se observó poca acumulación y en el co-cultivo Caco-
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2/HT29-MTX las TiO2 NPs se acumularon principalmente en las células HT29-MTX. 

Además, en células intestinales se ha visto que las TiO2 NPs pueden atravesar el epitelio 

intestinal por transcitosis, causando pocos efectos y conservando la integridad del 

mismo y en células individuales se han visto daños en la mucosa e impedimento en la 

absorción de nutrientes. También es importante señalar, que al igual que en los estudios 

in vivo, existe una gran controversia sobre las concentraciones y métodos utilizados, ya 

que estos pueden influir fuertemente en la interpretación de los resultados. Además, no 

en todos los estudios se especifican las características de las NPs utilizadas, esto limita 

también la interpretación y la extrapolación de los resultados de forma que estén más 

apegados a la realidad (Iavicoli et al, 2011, Kroll et al, 2012). 

1.6 Genotoxicidad por exposición a nanopartículas de dióxido de titanio 

A pesar de que el E171 había sido considerado inerte y seguro para su utilización en 

los alimentos por la FDA desde 1966, se sabe que el porcentaje de TiO2 NPs en este 

aditivo ha aumentado y el aumento de la exposición a E171 en la dieta se ha 

relacionado con el aumento de enfermedades crónicas como la enfermedad de Crohn 

que a su vez es asociada al cáncer colorrectal (CCR; Lomer et al, 2002; Powell et al, 

2010; Triantafillidis et al, 2009). Además, se ha encontrado genotoxicidad causada 

por la exposición a TiO2 NPs en diferentes líneas celulares (Chen et al, 2014), por lo 

que se debe analizar si el E171 es capaz de generar daño al DNA, ya puede causar 

mutaciones que lleven al desarrollo de cáncer o participar en la exacerbación del 

mismo. 

Las pruebas mayormente utilizadas para evaluar el daño genotóxico inducido por la 

exposición a NPs son el ensayo cometa y el de micronúcleos (MN) éstos se encuentran 

dentro de los lineamientos de la Organización para la Cooperación y el Desarrollo 

Económicos (OECD) para la evaluación de químicos (OECD, 2014). Sin embargo, aún 

hacen falta pruebas estandarizadas o la adaptación de los ensayos existentes para la 

evaluación del riesgo por exposición a NPs, ya que en algunos casos se ha visto que 

pueden interferir con los resultados y la interpretación de los mismos (Gonzalez et al, 

2010). La técnica de MN determina el daño cromosómico inducido por un agente químico 

o físico, los MN son cuerpos extranucleares que contienen DNA y se pueden formar 
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principalmente debido a rupturas de doble cadena en el DNA, o una mala reparación de 

rupturas de cadena simple, llevando a rupturas de doble cadena y alteraciones en el 

huso mitótico o en la regulación de la división celular (Kirsch-Volders et al, 2011). Por 

otro lado, la histona H2AX es indispensable en la señalización para la reparación del 

DNA y es fosforilada en sitios dañados para reclutar otras moléculas reparadoras del 

DNA, H2AX es fosforilada en la serina 139 por la cinasa ATM y entonces es llamada 

γH2AX. La histona γH2AX es un indicador sensible de rupturas de doble cadena en el 

DNA incluso 100 veces más sensible que el ensayo cometa (Kuo & Yang, 2008). De un 

total de 36 estudios in vitro de genotoxicidad que se han realizado por exposición a TiO2 

NPs, 29 han resultado positivos y sólo 7 han resultado negativos, esto ha generado 

controversia ya que en todos estos estudios se han utilizado partículas con diferentes 

características, diferentes métodos y diferentes líneas celulares, haciendo imposible 

llegar a una conclusión sobre la genotoxicidad de las TiO2 NPs (Tabla 2).  

Tabla 2. Diferentes estudios sobre la genotoxicidad de las tio2 nps en diferentes líneas celulares. Se 

muestran los estudios más representativos y se indica con un símbolo de (+) si los estudios dieron 

positivos para genotoxicidad y un símbolo de (–) si el resultado fue negativo. 

ESTUDIOS DE GENOTOXICIDAD DE	TiO2 NPS	

ENSAYO	 TAMAÑO	 Y	

ESTRUCTURA	

CONCENTRACIONES	

(µg/mL)	

LÍNEA	CELULAR	 RESULTADO	 REFERENCIA	

COMETA	

Detecta	rupturas	de	

cadena	 simple	 y	

doble	

		

21	 nm;	 80/20	

anatasa/rutilo	

150	 AGS	 de	 epitelio	

gástrico	humano	
+	 Botelho	 et	 al,	

2013.	

2.3	nm	 100	 HEK293	 células	 de	

riñón	 de	 embrión	

humano	

+	
Demir	 et	 al,	

2013.	

10	nm;	anatasa	 0.8-80	 A431	 células	

epidermales	
+	 Shukla	 et	 al,	

2013.	

10	nm;	anatasa	 40	 CHO-K1	 células	 de	

ovario	 de	 hámster	

chino	

-	
Wang	 et	 al,	

2011.	

62	nm;	rutilo	 50	 Células	de	embrión	

de	hámster	sirio.	
-	 Guichard	 et	 al,	

2011.	
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15-30	 nm;	

anatasa	

20-200	 Linfocitos	 de	

sangre	 periférica	

de	humano	

-	
Hackernber	 et	

al,	2011.	

MICRONÚCLEOS		

detecta	rupturas	de	

doble	cadena,	daño	

cromosómico	 y	 se	

considera	

biomarcador	 de	

riesgo	de	cáncer	

20	nm	 0.5	y	1	 Células	 de	 ovario	

de	hámster	chino	
	

+	

Di	 Virgilio	 et	 al,	

2010.	

30-70	nm	 1-80	 HepG2	 +	 Shukla	 et	

al¸2013.	

10	nm:	anatasa	 0.8-80		 A431	 Células	

epidermales	

humanas	

+	
Shukla	 et	 al,	

2011.	

25	 nm:	 80%	

anatasa/	 12%	

rutilo	

50	 Células	de	embrión	

de	hámster	sirio	 -	
Guichard	 et	 al,	

2012	

14	nm:	anatasa	 50	 Células	de	embrión	

de	hámster	sirio	
-	 Guichard	 et	 al,	

2012	

62	nm:	rutilo	 50	 Células	de	embrión	

de	hámster	sirio	
-	 Guichard	 et	 al,	

2012	

 

 

1.7 Riesgos del consumo de E171 en el tracto gastrointestinal 

Ya que se ha demostrado que las TiO2 NPs podrían causar inflamación, formación de 

ROS y daño a DNA, surgen preguntas sobre los efectos adversos que podría tener su 

consumo en la salud del tracto gastrointestinal. Por otro lado, se sabe que el colon es 

uno de los órganos en los que hay mayor acumulación de TiO2, hasta de 4% del total 

consumido (Jani et al, 1994). Debido a esto, y a que se ha demostrado que las TiO2 

podrían estar participando en procesos de genotoxicidad, formación de ROS e 

inflamación crónica, se ha propuesto que enfermedades como la colitis y el CCR podrían 

verse exacerbados en colon debido a la ingesta de E171, esto ha sido comprobado en 

modelos murinos a los cuales se les administro E171 por vía intragástrica (Urrutia-Ortega 

et al, 2016; Ruiz et al, 2016). 
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La colitis es una enfermedad que consiste en la inflamación crónica del colón y que al 

igual que el CCR está principalmente ocasionada por factores ambientales relacionados 

a la alimentación, por ejemplo, el alto consumo de carnes rojas y la baja cantidad de fibra 

en los alimentos (Ruiz et al, 2016). El CCR, es el crecimiento descontrolado del epitelio 

colónico producido por la proliferación continua de células anormales con capacidad de 

invasión asociadas a alteraciones genéticas heredadas, derivadas de factores 

ambientales y/o procesos inflamatorios crónicos (Pino & Chung, 2010; West et al, 2015). 

Es el cáncer con el  tercer lugar de incidencia a nivel mundial en ambos sexos (IARC, 

2012). Alrededor del 55% del CCR ocurre en regiones de países desarrollados como 

Australia, Europa y Norte América, debido principalmente al estilo de vida sedentario y 

una dieta con alto contenido calórico y baja en fibra, además de estar relacionado al 

tabaquismo y al consumo de bebidas alcohólicas (Kim et al, 2013; Torre et al, 2015). 

Además, distintos aditivos que son utilizados como colorantes, por ejemplo, la tartrazina 

(amarillo no. 4, CAS no. 1934-21-0), el rojo allura (rojo no. 40, CAS no. 25956-17-6) y el 

rojo amaranto (rojo no. 2, CAS no. 915-67-3) pueden causar daño genotóxico en colon 

y otros como el amarillo mantequilla (p-dimetilaminoazobenzeno; CAS no. 60-11-7) han 

sido prohibidos por ser carcinogénicos en varias especies animales (Sasaki et al, 2002). 

El CCR puede surgir como consecuencia de eventos de genotoxicidad que induzcan 

inestabilidad genómica, la cual, está presente en las células cancerígenas desde el inicio 

y a lo largo del desarrollo del cáncer (Figura 6; Pino & Chung 2010). La inestabilidad 

genómica es un fenómeno caracterizado como precursor del cáncer y se define como 

una elevada tendencia del genoma para adquirir mutaciones. Estas pueden ser 

cambios en la secuencia de nucleótidos, pérdida de bases, deleciones, inserciones, 

rupturas del DNA y aneuploidías (Lengauer et al, 1997). Puede ocurrir cuando existe 

una elevada exposición a carcinógenos por ejemplo a químicos, radiación o agentes 

biológicos y NPs (Langie et al, 2015). La inestabilidad genómica dividirse en 

inestabilidad cromosómica (CIN) y la inestabilidad de microsatélites (MIN), la primera 

presente en alrededor del 85% y la segunda en el 15% de los casos de CCR (Goel et al, 

2003). La CIN puede resultar en pérdida o ganancia de cromosomas y por lo tanto en 

aneuploidías, como resultado puede haber la pérdida de genes importantes como APC 
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o p53 que están caracterizados como componentes principales de las vías moleculares 

que llevan al CCR (Triantafillidis et al, 2009). 

 

Figura 6. Principales mutaciones en cáncer colorrectal, la inestabilidad cromosómica 
y de microsatélites conforme avanza la enfermedad.  La inestabilidad cromosómica 
se encuentra desde el inicio, pero aumenta con el desarrollo de la enfermedad 
mientras la de microsatélites se puede encontrar en la misma medida en cualquier 
etapa. Se representan las criptas del colon y en rojo se representan las células 
cancerosas y la progresión del tumor. Modificado de Pino & Chung, 2010. 

Debido a lo descrito anteriormente y a la poca información que existe sobre las características y 

la toxicidad del E171, en este trabajo se administró E171 a un modelo murino de ratones por 

medio de la dieta y se analizó el daño al DNA en el colon evaluando la histona fosforilada 

γH2AX como marcador de rupturas de doble cadena tras 4 y 10 semanas de exposición. Por 

otro lado, en un modelo in vitro de células de cáncer colorrectal (HCT116), se cuantificó el 

efecto en la viabilidad y la formación de MN como medida de genotoxicidad por la exposición 

a 5, 10, 50 y 100 µg/cm2 (50, 100, 500 y 1000 µg/mL) de E171 por 24 h. Además para saber el 

mecanismos de genotoxicidad del E171, se caracterizó su capacidad fotocatalítica  en 

comparación a otras formas de TiO2, por medio de la degradación del azul de metileno (AM). 

Posteriormente, para analizar la interacción directa del E171 con el DNA se realizó un ensayo 

acelular de degradación del plásmido pmirGLO, el cual se extrajo y se expuso a 0, 0.1, 1, 10, 100 

y 1000 µg/mL de E171 por 24 h, esto con el fin de saber si el E171 puede romper o degradar 

el DNA ya que podría ser un mecanismo de inducción de genotoxicidad, dado que durante la 

mitosis la célula no cuenta con envoltura nuclear y es cuando el E171 podría entrar en contacto 

directo y causar rupturas en el DNA. 
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2 Justificación 

El E171 es el nombre que se le da al TiO2 grado alimenticio y es un aditivo 

frecuentemente utilizado en alimentos como colorante blanco. La vía oral es una de las 

rutas de exposición más importantes mediante la cual la población general está expuesta 

al E171, sin embargo, es una de las rutas de las que se tiene menor información.  

El TiO2 está clasificado como posible carcinógeno para humanos por vía inhalatoria y 

existen algunos estudios sobre sus efectos en tracto gastrointestinal que indican que hay 

acumulación de TiO2 en colon, translocación a otros órganos, genotoxicidad y en algunos 

casos que pudieran estar exacerbando procesos carcinogénicos. A pesar de esto, la 

información que existe sobre el E171 y su genotoxicidad, especialmente en órganos del 

tracto gastrointestinal como colon, aún es muy limitada e insuficiente para tomar 

decisiones en cuanto a su regulación y consumo por medio de los alimentos.   

Debido a esto y a la continua exposición de la población al E171 por medio de los 

alimentos, es necesario evaluar los posibles efectos genotóxicos en el colon, así como 

caracterizar las partículas y los mecanismos por los que pudieran estar ocasionando 

este daño.  
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3 Hipótesis 
Debido a que, el E171 es acumulado en colon al ser administrado vía intragástrica y 

produce la exacerbación de procesos carcinogénicos. Los cuales podrían estar 

asociados a genotoxicidad, la exposición a E171 mediante la dieta en un modelo murino, 

causará el incremento de rupturas de doble cadena del DNA en colon. Por otro lado, 

aumentará la formación de micronúcleos en un modelo in vitro de células de cáncer 

colorrectal (HCT116) expuestas a E171 en concentraciones no citotóxicas. Finalmente, 

debido a que el TiO2 es fotocatalítico, el E171 presentará capacidad fotocatalítica e 

inducirá daño directo a DNA plasmídico lo cual puede estar asociado a su genotoxicidad. 

 

4. Objetivo general 

Analizar el daño a DNA en colon en un modelo murino expuesto a E171 mediante la 

dieta durante 4 y 10 semanas. Además, para estudiar el mecanismo de genotoxicidad, 

cuantificar la formación de MN en células HCT116 expuestas a E171 durante 24 horas, 

analizar su capacidad fotocatalítica y evaluar el daño directo a DNA plasmídico por 

exposición a E171.  

4.1 Objetivos particulares 

1) Determinar el daño al DNA en colon de ratones alimentados con E171 en una 

concentración de 0.5% del peso total del alimento, a las 4 y 10 semanas de 

exposición. 

2) Evaluar la citotoxicidad y cuantificar la formación de MN por exposición a 5, 

10, 50 y 100 µg/cm2 de E171 en células HCT116 tras 24 h de exposición.  

3) En un sistema acelular, evaluar la capacidad fotocatalítica de las partículas de 

E171 tras 2 h de exposición a luz UV y analizar la interacción del E171 con 

DNA plasmídico tras 24 de exposición. 
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5. Materiales y métodos 
5.1 Exposición a E171 en un modelo murino 

Se utilizaron 12 ratones BALB/C machos, los cuales fueron alimentados con pellets al 

0.5% de E171 por 4 y 10 semanas. El alimento con E171 y el agua potable fue 

proporcionado ad libitum. 

5.2 Obtención de colon y procesamiento del tejido 

Terminado el tratamiento, los ratones se sacrificaron y se obtuvo el colon distal el cual, 

tras ser almacenado en paraformaldehído 4% se deshidrató siguiendo los tiempos y las 

soluciones indicadas en la tabla 3. Posteriormente se embebió en parafina (HYCEL 

#5674) y se realizaron cortes de 4 µm en porta objetos lisinizados. 

Tabla 3. Soluciones y tiempos utilizados para la deshidratación de los tejidos de 
colon para la realización de cortes histológicos. 

Soluciones y tiempos para la deshidratación de tejidos 

Solución Tiempo (min) 

Etanol 40% 30 

Etanol 50% 30 

Etanol 60% 30 

Etanol 70% 40 

Etanol 80% 40 

Etanol 90% 40 

Etanol 99% 40 

Butanol – etanol (1:1) 30  

Butanol 24 horas 



GENOTOXICIDAD	INDUCIDA	POR	LA	EXPOSICIÓN	A	DIÓXIDO	DE	TITANIO	GRADO	ALIMENTICIO	
(E171)	EN	CÉLULAS	DE	CÁNCER	COLORRECTAL	

	

	 31	

5.3 Inmunofluorescencia de γH2AX 

Los cortes del colon se rehidrataron siguiendo las soluciones y tiempos indicados en la 

tabla 4. Se bloquearon con Albumina (1x) durante 2 h y se lavaron con PBS-Tritón 

(0.05%) 3 veces, seguido de esto, se incubaron durante toda la noche a 4ºC con el 

anticuerpo primario para la histona fosforilada γH2AX (1:100; AbCam #07-164)  la cual 

es un marcador de rupturas de doble cadena, posteriormente se incubaron con 

anticuerpo secundario TritC (1:200; Jackson Research #205-025-108) durante 1 h a 

37ºC. Las muestras fueron montadas con Entellan y finalmente fueron observadas en 

un microscopio confocal por microscopía de contraste interdiferencial y por fluorescencia 

(Leica TCS SP-2, Germany), finalmente, se cuantificó la fluorescencia en 15 campos al 

azar por triplicado.  
Tabla 4. Soluciones y tiempos utilizados para la hidratación de los cortes de colon. 

Soluciones y tiempos para la hidratación 
de tejidos 

Solución Tiempo (min) 

Xilol I 3 

Xilol II 1 

Etanol 99% 1 

Etanol 90% 1 

Agua destilada 3 

PBS 1 

PBS-Tritón (0.5%) 5 

PBS 1 
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5.4 Cultivo celular de la línea HCT116 de cáncer colorrectal 

La línea celular HCT116 de adenocarcinoma colorrectal fue obtenida de la American 

Type Culture Collection (ATCC) (pases 8-12). Las células se mantuvieron en medio 

McCoy modificado (Num. de catálogo ME-042, In vitro) suplementado con 10% de suero 

fetal bovino (SFB; Num. de catálogo S1520, Biowest) y 1% de antibiótico-antimicótico 

(Penicilina, Estreptomicina y Anfotericina; Num. de catálogo A-07, In Vitro) en una 

incubadora con 37ºC y 5% CO2. Se sembraron 150 000 células en cubre objetos 

estériles y después de 24 h fueron expuestas a 5, 10, 50 y 100 µg/cm2 de E171 durante 

24 h. 

5.5 Exposición a E171 en el modelo in vitro 

El E171 fue una donación de Sensient Colors SA de CV con las especificaciones del 

producto 09970 correspondiente a dióxido de titanio CAS 13463-67-7. Este material fue 

anteriormente caracterizado y se encontró por medio de una microscopía electrónica de 

barrido, que es una mezcla de partículas de distintos tamaños arriba y debajo de 100 

nm, y con un potencial Z de -30 mV a pH 7 (Urrutia-Ortega et al, 2016).  

Se sonicaron los tubos del stock (1 mg/ml) por 30 min a 60 Hz para dispersar las 

partículas de E171 en el medio. Se tomó la cantidad necesaria del stock para exponer 

el cultivo de células HCT116 a concentraciones de 5, 10, 50 y 100 µg/cm2 (50, 100, 500 

y 1000 µg/mL) de E171. Posteriormente se dejaron incubar a 37ºC y 5% CO2 durante 

24 h. Como control negativo, se realizó el mismo procedimiento sin añadir E171. 

5.6 Cuantificación de la viabilidad celular por azul tripano 

Se sembraron 150 000 células HCT116 en cajas Petri de 10 cm2 y fueron expuestas 

a 5, 10, 50 y 100 µg/cm2 (50, 100, 500 y 1000 µg/mL) de E171 por 24 h. 

Posteriormente fueron lavadas con Solución salina de Hanks (HBSS) para retirar las 

partículas y las células fueron tripsinizadas y resuspendidas en 1 mL de medio. Por 

último, se tomaron 10 µL de la solución celular, los cuales fueron resuspendidos en 

10 µL de azul tripano (0.4%). Se colocaron 10 µL de la solución de azul tripano y 
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células (1:1) en una cámara de Neubauer y se contaron las células viables (sin teñirse 

de azul). 

5.7 Cuantificación de micronúcleos como medida del daño cromosómico   

Para la cuantificación de micronúcleos se siguió la técnica descrita por Fenech (2000), 

la cual consiste en bloquear la citocinesis con 4.5 µg/mL de citocalasina B (Num. de 

catálogo C6762, Sigma) para obtener células binucleadas en las que sea posible 

cuantificar el número de micronúcleos de una división celular. Después de 24 h de 

aplicada la citocalasina B las células se fijaron durante 1 hora con paraformaldehído 3% 

en agitación y se tiñeron los núcleos con Hoescht (Num. de catálogo 62249, Thermo 

Scientific) dilución 1:300 y se incubó a 37º durante 1 hora, después se montaron en 

laminillas por grupo. Se cuantificó el número de células binucleadas con MN (CBMN) en 

1000 células binucleadas por grupo y por experimento mediante un microscopio de 

fluorescencia (Carl Zeiss, Germany). Además, las muestras se observaron por 

microscopía de contraste interdiferencial (Leica TCS SP-2, Germany) para observar que 

las partículas se encontraban dentro de las células. Se tomaron fotos de tres 

experimentos independientes y se presentan las fotos más representativas. 

5.8 Cuantificación del potencial fotocatalítico del E171 

Para cuantificar el potencial fotocatalítico del E171, se realizó el ensayo de fotocatálisis 

de AM. Como punto de comparación, se utilizaron también otras dos formas de TiO2 

NPs las cuales han sido reportadas como fotocatalíticas: esferas (TiO2-S; Num. catálogo 

637254, Sigma Aldrich, USA) y cintas (TiO2-B; sintetizadas por proceso hidrotermal; 

Medina-Reyes et al, 2015). 

Para realizar esta prueba, se pesaron 10 mg de E171 y se suspendieron en 10 mL de 

una solución de AM al 0.05 mM para obtener una concentración final de 1 mg/mL, la 

solución se mantuvo en agitación constante durante 2 h con ayuda de un agitador 

magnético en un vaso de precipitado y se expuso a luz UVC (100-290 nm) de 30 W. Se 

tomó 1 mL de la solución cada 30 min el cual fue colocado en un tubo eppendorf de 1.5 

mL y centrifugado 5 min a 5000 rpm para precipitar las partículas. Los sobrenadantes se 
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leyeron en un espectrofotómetro (Epoch™ 1209169, BioTek), a una longitud de onda de 

664 nm para analizar la concentración de AM restante. 

Posteriormente, para analizar si la adsorción de AM en el pellet de E171 interfiere con 

los resultados del sobrenadante de AM degradado, se realizaron 3 lavados del pellet con 

HBSS, de los cuales los dos primeros se analizaron en un espectrofotómetro por medio 

de un espectro UV-VIS de 400 a 700 nm con mediciones cada 50 nm. 

Por otro lado, para analizar el potencial fotocatalítico del E171 después de interactuar 

con material biológico, se incubaron 10 mg de E171 por 24 h con 1 mL de SFB y 

Albúmina (0.1%) a 37ºC y 0.5% de CO2. Posteriormente se centrifugó a 8000 rpm por 5 

min para recuperar la mayor cantidad posible de partículas y estas fueron resuspendidas 

en 10 mL de la solución de AM 0.05 mM. Estas soluciones fueron irradiadas de la misma 

manera que las primeras, con una lámpara de luz UVC durante 2 h, y de igual forma, se 

tomó 1 mL de la solución cada 30 min el cual fue colocado en un tubo eppendorf de 1.5 

mL y centrifugado 5 min a 5000 rpm para precipitar las partículas, finalmente los 

sobrenadantes se leyeron en el espectrofotómetro a 664 nm.  

Como control negativo, se realizó el mismo procedimiento, pero con 10 mL de solución 

de AM sin agregar ningunas de las partículas. Por otro lado, se colocaron 10 mg de E171 

en 10 mL de AM y se dejaron 12 h en oscuridad, tras este tiempo la absorbancia del 

sobrenadante se leyó en un espectrofotómetro de igual forma que los anteriores 

tratamientos.  

5.9 Ensayo de degradación de DNA plasmídico 

Para analizar si el E171 podría tener interacción directa con el DNA, se realizó un ensayo 

de degradación de DNA plasmídico en el cual se buscó ver el cambio de forma en el 

DNA plasmídico como reflejo del daño al DNA por la exposición a E171. Se obtuvieron 

bacterias Escherichia coli capacitadas y se mantuvieron en hielo, posteriormente se les 

transfirió 10 µL del plásmido pmiRGLO (Promega) en un baño de 37°C, se mezclaron 

suavemente y se incubaron por 15 min a 4°C, se pasaron a 42°C por exactamente 60 

segundos sin agitar y se transfirieron rápidamente a un baño con hielo por 1-2 min para 
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provocar un choque térmico. Se agregaron 200 µL de medio McCoy y se incubaron a 

37°C por 45 min. Se tomaron 100 µL y se colocaron en placas de agar de 10 cm2 las 

cuales se incubaron a 37°C por 12-16 horas. Finalmente, se tomaron 6 colonias de la 

placa y se transfirieron a 6 tubos Falcon de 50 mL con medio (Medio LB broth con 50 

µL/mL de ampicilina), se incubaron a 37°C toda la noche. 

La extracción del plásmido se realizó por medio de la técnica de miniprep, con ayuda del 

kit GenJET (GenJET #K0502). Se centrifugó el cultivo bacteriano a 4000 rpm por 15 

minutos y se resuspendió la pastilla en 250 µL de solución de resuspensión, se mezcló 

con ayuda de un vortex, se lisaron las bacterias con 250 µL de solución de lisis y se 

neutralizó la reacción con 350 µL de solución de neutralización, se centrifugó por 5 

minutos a 12000 rpm, para precipitar restos celulares y DNA cromosómico. Se transfirió 

cuidadosamente el sobrenadante a una columna la cual se centrifugó por 1 minuto a 

12000 rpm. Se lavó la columna con 500 µL de solución de lavado y se centrifugó por 30-

60 segundos. Este líquido fue descartado, se centrifugó la columna vacía por 1 minuto. 

Para eluir el DNA de la columna, se transfirió la columna a un tubo nuevo de 1.5 mL y 

se agregaron 50 µL de buffer de elución a la columna lo cual se incubó por 2 minutos, 

por último, se centrifugó por 2 minutos a 12000 rpm y se recuperó el DNA plasmídico el 

cual fue cuantificado en un espectrofotómetro (Epoch™1209169, BioTek) a 260/280 nm. 

Las alícuotas de DNA fueron almacenadas a -20°C. 

El stock de E171 (1 mg/mL) se resuspendió en 1 mL de agua inyectable y se sonicó a 

60 Hz por 30 min del cual fueron tomados los volúmenes necesarios para alcanzar las 

concentraciones deseadas en un volumen final de 20 µL. El DNA plasmídico 

anteriormente extraído, se expuso a 0, 0.0001, 0.01, 1000 y 1000 µg/mL de E171 en 

agua inyectable. 

Por otro lado, como control positivo se colocó H2O2 50 µM (Sigma #H1009) por 24 h. 

Además, el plásmido se digirió por 8 h con la enzima XbaI (New England Biolabs 

#R0145S) la cual corta en el sitio T/CTAGA y tiene un solo sitio de restricción en la 

secuencia del plásmido, esto con el fin de linealizarlo para compararlo con los 

tratamientos. Los tratamientos fueron incubados por 24 h, posteriormente se tomaron 5 
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µL del tratamiento a los cuales se añadió 1 µL de buffer de carga (6x) inmediatamente 

antes de cargar en el pozo para la electroforesis. 

Para realizar la electroforesis del DNA plasmídico, se preparó un gel de agarosa 

(Labcitec #01.01.03B) al 0.8% con 0.5 µg/mL de bromuro de etidio y se añadió un 

marcador de peso molecular (DNA ladder Thermo Scientific #SM1332) en la primera 

línea del gel, se añadió 1 µL de buffer de carga (Promega #G190A) a las muestras 

inmediatamente antes de cargar en el pozo para la electroforesis. Se añadieron las 

muestras a los carriles del gel (300 ng de muestra por carril, volumen final de 6 µL. Se 

corrió el gel a 70 V por 90 min y se observó en el fotodocumentador (Gel Doc EZ Imager, 

Bio Rad). Finalmente, se realizó la densitometría de las bandas de DNA para calcular el 

contenido de DNA (ng) en cada banda, esto se realizó con el programa Image Lab 5.0 

(BioRad). 

5.10 Análisis estadístico 

Todos los experimentos fueron realizados por triplicado y los resultados son expresados 

como media ± error estándar (EE). Los grupos fueron comparados con un análisis de 

varianza (ANOVA) de una vía seguido de la prueba de Dunnet en el caso de la 

cuantificación de MN para ver diferencias entre medias en comparación al control. 

Diferencias de *p<0.05 fueron consideradas significativas. Los resultados fueron 

graficados en el programa GraphPad Prism 5, 2007.  
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6. Resultados 
 

6.1 Detección de daño a DNA por inmunofluorescencia de γH2AX en colon de 
ratones alimentados con E171 

Para analizar las rupturas de doble cadena en el DNA del colon de los ratones 

alimentados con E171, se cuantificó la expresión de la histona γH2AX en cortes de colon 

distal tras 4 y 10 semanas de tratamiento. A las 4 semanas de tratamiento, se encontró 

un aumento significativo de la fluorescencia de la histona fosforilada γH2AX en los 

tejidos. El incremento fue de 3 veces en comparación al control y a las 10 semanas, se 

mantuvo en la misma proporción (Figura 7).  
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B)	

Figura 7. A) Imágenes de inmunofluorescencia de γH2AX en colon de ratones control y 
alimentados con 0.5% de E171 por 4 y 10 semanas. B) Cuantificación de la fluorescencia de 
γH2AX. Se muestran los promedios ± error estándar. ***p ≤ 0.001 vs su respectivo control. n=3.	
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6.2 Cuantificación de la viabilidad celular por azul tripano  

Se realizó el ensayo de viabilidad por medio de azul tripano de las células HCT116 

expuestas a 5, 10, 50 y 100 µg/cm2 de E171 por 24 h. No se encontraron diferencias 

significativas en ninguno de los tratamientos (Figura 8) por lo que se decidió utilizar estas 

concentraciones para el ensayo de MN. 
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6.3 Cuantificación de células binucleadas con micronúcleos 

Con el fin de determinar la genotoxicidad por exposición a E171, las células fueron 

expuestas a 5, 10, 50 y 100 µg/cm2 de E171 por 24 h y se cuantificó el número de células 

CBMNs en 1000 células binucleadas. El número de CBMNs aumentó 1.9, 2.4 y 3.6 

veces con las concentraciones de 5, 10 y 50 µg/cm2, respectivamente (Figura 9). Los 

MN en células expuestas a 100 µg/cm2 no pudieron ser cuantificados debido a la 

Figura 8. Porcentaje de viabilidad celular tras la exposición a 5, 10 y 50 µg/cm2 de 
E171 por 24 horas. Se muestra el porcentaje promedio de células con MN ± error 
estándar, n=3. 
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interferencia de los aglomerados de E171 en el campo de visión del microscopio de 

fluorescencia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A)	 Formación	de	MN	en	células	HCT116	expuestas	a	E171	

B)	

Figura 9. Evaluación del daño genotóxico en células HCT116 por exposición a E171. 
A) Imágenes representativas de micronúcleos (MN) inducidos en células HCT116 a 
E171. En la parte superior se muestran las imágenes obtenidas por microscopía de 
contraste interdiferencial y las imágenes inferiores fueron obtenidas por microscopía 
de de fluorescencia. Las flechas señalan los MN adyacentes al núcleo celular. B) 
Cantidad de células binucleadas con micronúcleos (MNBNCs) en 1000 células 
binucleadas (BNCs) tratadas con 5, 10 y 50 µg/cm2 de E171 por 24 horas. Se 
muestra el porcentaje promedio de células con MN ± error estándar. n=4. *p<0.05 
vs control; ***p<0.01 vs control. 
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6.4 Potencial fotocatalítico del E171 

Para analizar el potencial fotocatalítco del E171 se realizó el ensayo de fotocatálisis de 

AM en el cual se midió la concentración de AM en el sobrenadante de una solución de 

E171 y AM expuesta a luz UVC, esto se comparó con otras dos formas de TiO2 utilizadas 

en la industria por sus capacidades fotocatalíticas (TiO2-B y TiO2-S).  

Tras 2 h de exposición a luz UVC el E171 mostró actividad fotocatalítica disminuyendo 

en un 55% la concentración de AM inicial, por otro lado, las TiO2-B y las TiO2-S 

disminuyeron 74 y 68% la concentración de AM inicial, respectivamente. Los controles 

de AM con E171 en oscuridad durante 24 h y AM expuesto a luz UVC durante 2 h no 

mostraron diferencias en las absorbancias de los sobrenadantes.  

Los deltas de absorbancia del sobrenadante del E171, TiO2-B y TiO2-S fueron calculados 

tras 2 h de exposición en comparación del tiempo 0. Con base en los deltas de 

absorbancia, la forma de TiO2 con mayor actividad fotocatalítica fueron las TiO2-B, 

seguidas del E171 y por último las TiO2-S (Figura 10). 

  



GENOTOXICIDAD	INDUCIDA	POR	LA	EXPOSICIÓN	A	DIÓXIDO	DE	TITANIO	GRADO	ALIMENTICIO	
(E171)	EN	CÉLULAS	DE	CÁNCER	COLORRECTAL	

	

	 42	

 

 

 

 

 

 

 

6.5 Adsorción del azul de metileno por E171 

Para analizar la cantidad de AM adsorbido en el pellet de E171 tras el proceso de 

fotocatálisis, este fue lavado 3 veces con HBSS hasta que el pellet quedó blanco (Figura 

11). Los primeros dos lavados se midieron en un espectro UV-VIS y se compararon con 

Figura 10. Degradación del azul de metileno (AM) por diferentes formas de TiO2. Se 
comparó el E171 con las esferas de TiO2 (TiO2) y cintas de TiO2 (TiO2-B). A) Imágenes 
de AM, AM con E171 (1 mg/mL; AM+E171),  el sobrenadante de AM y E171 después 
de 2 h de exposición a luz UV y el pellet del mismo. B) AM restante en el sobrenadante. 
Se muestra el promedio de absorción ± error estándar n=3. **p ≤ 0.01 vs AM; ***p ≤ 
0.001 vs AM.	
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la solución de AM y con el sobrenadante de la solución AM y E171 tras 2 h de exposición 

a luz UVC. 

Se encontró el mismo pico en 650 nm de los lavados y el AM, sin embargo, la cantidad 

de AM liberada por el pellet en el lavado 1 y 2 fue mínima representando el 30 y 20% 

respectivamente en comparación al sobrenadante de la solución AM y E171 tras 2 h de 

exposición a luz UVC. 
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Figura 11. Adsorción de azul de metileno (AM) por las partículas de E171. A) Imágenes de 
los 3 lavados del pellet (L1, L2 y L3) y el sobrenadante de E171 tras 2 h de exposición a luz 
UVC en una solución de AM. B) Medición en espectro UV-VIS de 450 a 700 nm cada 50 
nm. Se muestran los promedios de absorción en cada longitud de onda ± error estándar 
n=3. 	

A)        Lavados del azul de metileno adsorbido en el E171	

B)     Medición en espectro UV-VIS del azul de metileno adsorbido        
en el E171	
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6.6 Fotocatálisis de azul de metileno por E171 incubado con suero fetal bovino 
y albúmina 

Para analizar la influencia del material biológico del medio en la capacidad fotocatalítica 

del E171, este fue incubado con SFB y albúmina durante 24 h antes del ensayo de 

degradación de AM. La incubación del E171 con SFB y albúmina produjo una 

disminución en el potencial fotocatalítico de las partículas de hasta 5.6 y 2.4 veces 

respectivamente (Figura 12).  
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6.7 Daño a DNA plasmídico por exposición a E171 

Para analizar la interacción directa del E171 con el DNA, se realizó el ensayo de 

degradación de DNA plasmídico en el que se buscó cuantificar el DNA que cambió de 

forma súper enrollada (SE) a circular (C) o lineal (L) lo que indica rupturas de cadena 

sencilla en el DNA en el caso de la forma C y rupturas de doble cadena en el caso de la 

forma L.  

Figura 12. Degradación del azul de metileno (AM) por E171 después de ser incubado por 
24 h con SFB y Albúmina 0.1%. Se muestra el promedio de absorción ± error estándar 
n=3. **p<0.05 vs AM; ***p<0.01 vs AM. 
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Tras realizar la electroforesis en los geles de agarosa, se observó la acumulación del 

E171 en los pozos correspondientes a las concentraciones de 1000 y 100 µg/mL, los 

cuales se ven de color oscuro, esto indica que estas partículas no migran en el gel y se 

quedan aculumadas en el pozo.  

Por otro lado, se encontró un aumento en la banda correspondiente a la forma C y una 

disminución de la banda correspondiente a la forma SE al incrementar las 

concentraciones de E171, la banda correspondiente a la forma L también aumenta con 

la concentración de E171, aunque esta aparece muy tenue (Figura 13). Al realizar la 

densitometría de las bandas para calcular la cantidad de DNA en ng correspondiente a 

cada forma (SE, C y L) se encontró que la cantidad de DNA en la forma SE disminuyó 

1.2 veces en la concentración más alta (1000 µg/mL) en comparación a la concentración 

más baja (0.0001 µg/mL) y la cantidad de DNA C aumentó gradualmente a partir de la 

concentración de 0.01 µg/mL 1.8 veces con la concentración más alta (1000 µg/mL) en 

comparación del control negativo (0 µg/mL). Finalmente, la cantidad de DNA L aumentó 

0.85, 1, 3 y 2.7 veces con las concentraciones de 0.0001, 0.01, 100 y 1000 µg/mL 

respectivamente, en comparación al control negativo (Figura 14).  

 

 

 

 

 Figura 13. Cambio de forma del DNA plasmidico tras la exposición a 0, 0.0001, 
0.01, 100 y 1000 µg/mL de E171. La banda superior corresponde al DNA circular 
(C), la siguiente al DNA lineal (L) y la inferior al DNA superenrollado (SE). Pares 
de bases (Pb). 
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A) B) 

C) 

Cuantificación del daño a DNA plasmídico por exposición a E171	

Figura 14. Cuantificación por densitometría de la cantidad de DNA (ng) en cada banda 
formada por el DNA plasmídico tras la exposición a 0, 0.0001, 0.01, 100 y 1000 µg/mL de 
E171. Cada gráfica corresponde a distintas formas del plásmido a) superenrollado, b) 
circular y c) lineal. n=3. *p ≤ 0.05 vs SE; **p ≤ 0.01 vs SE; ***p ≤ 0.001 vs SE. 
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7. Discusión 

El E171 es un aditivo ampliamente utilizado en alimentos y del cual se ha calculado que 

la población menor a 10 años podría estar consumiendo hasta 3 mg TiO2/kgbw/día. Los 

efectos de la exposición vía oral a E171 en sistema gastrointestinal no han sido 

ampliamente investigados, sin embargo, se ha demostrado que puede ser internalizado 

por células de colon y almacenado durante varias divisiones celulares, además de que 

se asocia a un aumento significativo de tumores en un modelo murino de carcinogénesis 

colorrectal asociado a colitis (Urrutia-Ortega et al, 2016). Por otro lado, la información en 

cuanto a los efectos tóxicos del E171 en el tracto gastrointestinal es muy limitada y hacen 

falta estudios que utilicen este aditivo en su forma comercial y que investiguen sus 

efectos en el tracto gastrointesinal. En particular es importante investigar el daño en el 

DNA, ya que puede favorecer la formación de tumores por la inducción de mutaciones o 

deleciones además que aumenta la inestabilidad genómica lo que se sabe que está 

fuertemente relacionado a la aparición y el desarrollo del CCR (Grady, 2004). Debido a 

esto, el objetivo de este trabajo fue analizar si la exposición a E171 podría causar daño 

al DNA en el tracto gastrointestinal, ya que este daño se asocia al inicio y el desarrollo 

del CCR. 

Debido a que en trabajos anteriores se ha visto acumulación y efectos del E171 en colon, 

en este trabajo se investigó el posible efecto genotóxico del E171 en colon de un modelo 

in vivo. Los ratones fueron expuestos a E171 por medio de la dieta, el E171 se administró 

en una concentración de 0.5% del peso total del alimento, esta concentración es menor 

al máximo permitido por la “Food and Drug Administration” (FDA), ya que esta permite 

utilizar hasta el 1% de E171 con respecto al peso de total del alimento sólido. Por otro 

lado, los ratones consumieron alrededor de 700 mg/kgbw de E171 al día, cada ratón 

consumió 14 mg de E171 y en promedio el peso de los ratones es de 20 g. Esto 

comparado con el consumo promedio de un adulto en Estados Unidos y Reino Unido 

(Weir et al, 2012) es hasta 300 veces mayor, sin embargo, en este estudio es 

representativo para analizar los efectos del consumo de E171 en colon. Al analizar la 

fluorescencia en los cortes del colon se observó un aumento de hasta 3 veces de daño 
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al DNA a las 4 semanas de exposición comparado con el control y este daño se mantuvo 

a las 10 semanas de exposición.  

Con estos resultados podemos afirmar que, al administrar E171 a ratones por medio de 

la dieta se generan focos de rupturas de doble cadena en el DNA, lo cual no había sido 

demostrado antes, ya que todos los estudios previos habían sido realizados mediante 

instilación intragástrica. Por otro lado, no se sabe si este daño es por la formación de 

ROS causada por el E171 en el colon, porque durante la mitosis el E171 pueda entrar 

en contacto con el DNA al no existir envoltura nuclear o por fallas en los sistemas de 

reparación o una inactivación de los mismos (Jugan et al, 2012). La histona fosforilada 

γH2AX se encarga de amplificar la señal de daño en el DNA y de reclutar moléculas 

como RNF8 (ubiquitin ligasa) y complejos como RAP80-Abraxas y BRCA1-BRCC36, los 

cuales están asociados a los sistemas de reparación de ruptura de doble cadena 

además de 53BP1 (proteina ligadora 1 de p53) y MDC1 (mediador del punto de control 

de daño a DNA (Kuo & Yang, 2008). Existen dos principales mecanismos de reparación 

de rupturas de doble cadena, estos son: recombinación no homóloga (NHEJ) y 

recombinación homóloga (HR). En el primero, la DNA ligasa IV, une las dos hebras rotas 

de DNA y se basa en secuencias homólogas pequeñas llamadas microhomologías, este 

sistema de reparación puede producir mutaciones en el DNA como deleciones del 

material dañado o inserciones y translocaciones al unir las dos cadenas de DNA roto, 

además, puede activarse en cualquier fase del ciclo celular. Por otro lado, para que se 

lleve a cabo la HR es necesario que exista un molde idéntico o casi idéntico al de la 

hebra dañada para que pueda ser reparado el daño. El DNA es reparado mediante la 

maquinaria presente en las fases S y G2 del ciclo celular utilizando una cromátida 

hermana como molde por lo que este sistema de reparación sólo está activo en estas 

fases (Davis et al, 2013). En estudios futuros, es importante evaluar estos dos sistemas 

de reparación para saber si se ven afectados por la exposición a E171 y si esto podría 

estar influyendo en la genotoxicidad observada.  

Para analizar y cuantificar de manera más específica el daño al DNA observado en el 

modelo in vivo, se realizaron análisis de citotoxicidad y genotoxicidad en un modelo in 

vitro con una línea celular de CCR (HCT116). Esta línea se escogió por ser 
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genómicamente estable para reducir la influencia de la inestabilidad genómica inherente 

a las células. A pesar de que la línea celular de CCR, Caco-2 es la más utilizada para 

estudios in vitro del tracto gastrointestinal, la línea celular HCT116 es una línea con 

mayor estabilidad genómica al tener un número modal de 45 cromosomas en un 62% 

en comparación de la línea celular Caco-2 con un número modal de 96 cromosomas en 

sólo 16%. Además la frecuencia basal de MN en la línea celular HCT116 es de  alrededor 

de 1.5% mientras que en la línea Caco-2 es de 2.4% (Çavaş et al, 2012; Camps et al, 

2005; ATCC: www.atcc.org consultado el 08/06/2016). 

Para el análisis de genotoxicidad in vitro se utilizó el ensayo de MN para cuantificar de 

manera más exacta y específica el daño al DNA por exposición al E171, ya que el ensayo 

de MN permite observar ruptura de cromosomas o cromosomas rezagados durante la 

división celular (Fenech, 2007). Para esto fue necesario saber si las concentraciones 

escogidas eran capaces de inducir citotoxicidad en la célula y afectar la interpretación 

de los resultados de la prueba de MN. Para medir la citotoxidad del E171 en las células 

HCT116 se utilizó el ensayo de azul tripano, el cual es un colorante que sólo traspasa la 

membrana celular cuando las células están muertas y las tiñe de un color azul oscuro, 

las células vivas se observan sin teñir. Se escogió este ensayo debido a que se ha 

sugerido en diversos trabajos que ciertas NPs como las TiO2 y nanopartículas de “carbón 

negro” pueden interferir con el ensayo de reducción de MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-

yl)-2,5-difenil- tetrazolium-bromide; Kroll et al, 2012), ya que pueden reducir el MTT de 

manera acelular y así interferir con la interpretación de los resultados al no haber 

diferencias significativas con respecto al control (Lupu et al, 2013). Los resultados del 

ensayo de viabilidad no mostraron diferencias significativas por lo que se decidió utilizar 

estas concentraciones para el ensayo de MN.  

En cuanto al ensayo de MN, pequeñas variaciones metodológicas pueden afectar 

dramáticamente el resultado de la prueba, por lo que tras una revisión de los ensayos 

de MN realizados con NPs (Gonzalez et al, 2010) además de otras publicaciones (Doak 

et al, 2012) se llegó a la conclusión de realizar el ensayo con 24 h o más de exposición, 

medio de cultivo suplementado con 10% de suero fetal bovino y la aplicación de 

citocalasina B después del tiempo de tratamiento para evitar la interferencia de la 
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citocalasina B con la internalización de las NPs en las células (Landsiedel et al, 2009; 

Magdolenova et al, 2012). Los resultados positivos de esta prueba de genotoxicidad por 

exposición a E171 concuerdan con lo visto en otros estudios en cuanto a la toxicidad de 

las TiO2 NPs en los que se investigó la genotoxicidad en diversas líneas celulares 

mediante el ensayo de MN y el ensayo cometa principalmente. Sin embargo, aún no se 

comprenden los mecanismos de genotoxicidad por E171 (Chen et al, 2014; Wang et al, 

2007). La formación de MN debido a la exposición a E171 podría estar relacionada con 

rupturas de doble cadena del DNA, ruptura de cromosomas o impedimento de una 

correcta segregación de los cromosomas durante la mitosis (Khalil et al, 2011). Además, 

la línea celular HCT116 tiene una mutación en el gen hMLH1 lo que la lleva a tener 

deficiencia en el sistema de reparación de mal apareamiento de bases (Mismatch 

Repair; MMR), esta mutación es característica del síndrome de Lynch, el cual se sabe 

que eleva el riesgo de CCR y esta mutación podría estar contribuyendo en el número 

basal de MN que se observa en el control negativo. Sin embargo, su impacto en la 

formación de MN no es tan grande como el que se podría ver al estar mutado otro 

sistema de reparación como el de NHEJ o el de HR, además de que el aumento de MN 

observado con los tratamientos fue concentración dependiente, por lo que se puede 

concluir que la exposición a E171 induce la formación de MN en células HCT116. 

En cuanto a las concentraciones utilizadas en este ensayo, se realizó un cálculo para 

hacer una comparación aproximada con la exposición de células del colon a E171 en 

humanos. Se sabe que el consumo diario de E171 para las personas mayores de 10 

años, es de 0.2 a 0.7 mg/kgbw (Weir et al, 2012), por lo que un adulto de 75 kg consumiría 

alrededor de 52.5 mg de E171 al día y dado que el área promedio del colon es de 995 

cm2 (el largo del colon humano es 160.5 cm y la circunferencia promedio es de 6.2 cm; 

Hounnou et al, 2002, Nguyen et al, 2010), la exposición del colon a E171 en adultos 

sería de 52 μg/cm2, tomando en cuenta un estudio previo en el que se observó absorción 

de 4% en colon (Jani et al, 1994) podemos calcular que el colon de un adulto podría 

absorber hasta 2 μg/cm2 de E171 al día. Esta cantidad es muy cercana a las 

concentraciones utilizadas en el ensayo de MN (5, 10 y 50 µg/cm2) por lo que 

consideramos que estas concentraciones son adecuadas para analizar el efecto del 

E171 en colon debido a la exposición oral por medio de los alimentos.  
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Para analizar los mecanismos asociados a la genotoxicidad del E171, se estudió de 

manera acelular, la capacidad fotocatalítica del E171 y posteriormente sus efectos 

directos sobre DNA plasmídico. La capacidad fotocatalítica de una NP puede ser tomada 

como un criterio para considerar su toxicidad, ya que el grado toxicidad de una partícula 

está directamente relacionada con características de la NP que también la hacen más 

fotocatalítica (Sayes et al, 2006). La capacidad de las NPs de fotocatalizar el medio en 

el que se encuentran dispersas, varía por diversas características, las más importantes 

en las TiO2 NPs son el tamaño de la partícula y su estructura cristalina; entre más 

pequeñas son las partículas, aumenta su superficie de reacción y por lo tanto el área en 

el que puede haber reacciones de fotocatálisis, por otro lado, en cuanto a su estructura 

cristalina, se sabe que la anatasa es más fotocatalítica que el rutilo o la brookita (Chin et 

al, 2010; Kim et al, 2007; Lachheb et al, 2002; Ma et al, 2012). El E171 había sido 

considerado inerte y seguro desde la década de los 60s y es reportado como no 

fotocatalítico por la empresa de la que fue obtenido, por lo que es ampliamente utilizado 

en alimentos como aditivo (Skocaj et al, 2011). Además, no hay trabajos en el que sea 

caracterizado en cuanto a su capacidad fotocatalítca. Debido a que las características 

fisicoquímicas de las partículas influyen directamente en su capacidad fotocatalítica y en 

su toxicidad, en este trabajo se buscó caracterizar la capacidad fotocatalítica de las 

partículas de E171 por medio del ensayo de la degradación del AM. Las partículas fueron 

expuestas a luz UV en un sistema acelular y se compararon con otras formas de TiO2 

(TiO2-S y TiO2-B) utilizadas en la industria por su capacidad fotocatalítica.  

Un material es fotocatalítico, cuando es un semiconductor, al ser expuesto a una energía 

mayor o igual a la de su band gap, un electrón se mueve de la banda de valencia a la 

banda de conducción y deja un hueco el cual puede interactuar con el H2O o el O2 y 

formar ROS como radical hidroxilo (OH.) y anión superoxido (O2
-; Kim et al, 2007; Ma et 

al, 2012). El TiO2 tiene un band gap de 3.2 eV y utilizando la ecuación de relación Planck-

Einstein (E=hc/λ) se calculó la longitud de onda mínima necesaria para excitar al electrón 

de una partícula de TiO2 y así inducir fotocatálisis. Se encontró que la energía necesaria 

es de 386.91 nm lo que quiere decir que una energía igual o mayor a la luz UVA (320-

400 nm) puede producir fotocatálisis (Chen et al, 2014). La luz utilizada en este trabajo 
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fue luz UVC (200-290 nm) la cual es suficiente para excitar al electrón y producir 

fotocatálisis. 

Se encontró que el E171 es fotocatalítico incluso más que las TiO2-S, de las cuales ya 

se conocía que sí eran fotocatalíticas y lo cual se determinó por el mismo método de la 

degradación de AM (Zhang et al, 2004), por otro lado, el E171 es menos fotocatalítico 

que las TiO2-B lo cual era de esperarse ya que los TiO2-B son utilizados con fines de 

fotocatálisis. El hecho de que el E171 sea fotocatalítico indica que es capaz de formar 

ROS. Se sabe que las ROS pueden afectar a todos los componentes celulares como 

lípidos, proteínas y en especial al DNA (Mroz et al, 2008). Por las ROS que generen 

estas partículas y dado que el E171 se ingiere de manera oral, podrían ser causantes 

de daño en las células del tracto gastrointestinal.  

Dado que se ha visto que cuando las NPs son recubiertas con diferentes moléculas 

como proteínas del suero de humano, disminuyen su toxicidad (Docter et al, 2014), se 

investigó la capacidad fotocatalítica del E171 tras ser incubado por 24 h con SFB y 

albúmina para observar si su actividad disminuía y aunque aún tiene una ligera actividad 

fotocatalítica, esta disminuyó significativamente en comparación del E171 sin ser 

incubado. El E171 tras ser incubado con SFB tuvo la menor actividad fotocatalítica, 

seguido del incubado con albúmina, esto debido a la mayor cantidad de proteínas que 

están en el SFB, las cuales son principalmente albúmina, globulinas y hemoglobulina. 

Estas pueden cubrir la superficie de las partículas, lo que es llamado proteína corona y 

esta proteína corona puede ser la que impida la interacción del E171 con el medio para 

generar fotocatálisis. El SFB tiene diversas proteínas como albúmina, globulina y 

hemoglobulina. A pesar de que este resultado puede indicar que el E171 no es capaz 

de formar ROS al estar recubierto por una proteína corona, se ha demostrado que las 

TiO2 NPs pueden formar ROS dentro de las células (Shukla et al, 2011). Es importante 

considerar que aunque el E171 al ser ingerido no está expuesto a luz UV directamente, 

este podría estar expuesto a luz UV antes de ser ingerido y ser fotoactivado, además se 

ha demostrado que la capacidad fotocatalítica de una partícula puede ser tóxica aun 

siendo la partícula internalizada (Horie et al, 2016). Por otro lado, en un ambiente 
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ocupacional, los trabajadores podrían estar inhalando partículas de E171 directamente 

expuestas a luz UV.  

Otra forma de evaluar genotoxicidad directa de algún agente, es analizando el cambio 

de forma en el DNA plasmídico por exposición al agente en cuestión, en este caso E171. 

Se realizó el ensayo de degradación del plásmido pmirGLO, en este ensayo se comparó 

la degradación del DNA plasmídico tras 24 h de incubación con de 0.0001, 0.01, 100 y 

1000 µg/mL de E171 y como control positivo se incubó DNA con H2O2 50 µM por 24 h y 

por otro lado, se cortó con la enzima XbaI para linealizarlo.  

Generalmente, los plásmidos se encuentran de forma superenrrollada, son de doble 

cadena y están de forma “cerrada” con enlaces covalentes. Al producirse un daño en el 

DNA, pueden presentarse de forma “abierta” cuando el daño es ruptura de cadena 

sencilla o de forma lineal cuando el daño es una ruptura de doble cadena (Russo & 

Russo, 1993). A pesar de que se esperaba que el DNA del plásmido fuera cortado por 

el E171 y linealizado como se ha visto en otros estudios con TiO2 NPs (Dunpall et al, 

2012), los resultados indican que hay una interacción de las partículas con el DNA pero 

que no cortan las dos cadenas completamente ya que el DNA plasmídico no se ve 

linealizado como el digerido con la enzima XbaI ni degradado como se ve con H2O2. El 

DNA plasmídico pasa de superenrrollado a circular lo que sugiere rupturas de cadena 

sencilla (Szczepanska et al, 2011). Por otro lado, existe una pequeña porción de DNA 

circular en el control negativo lo que podría deberse al estrés mecánico debido a la 

resuspensión del mismo en agua inyectable para cargarlo en el pozo del gel de agarosa 

además de su congelación tras ser extraído. Además, en el gel presentado en la figura 

13, se ve una disminución de la cantidad de DNA en las bandas al aumentar la 

concentración de E171 lo que podría deberse a que hay DNA pegado a las partículas 

que se quedan en el pozo (Rong-Rong et al, 2007). El hecho de que el daño observado 

por la interacción del E171 con el DNA plasmídico sea principalmente de rupturas de 

cadena simple y que no sea dañado todo el DNA plasmídico expuesto, sugiere que 

existen otros mecanismos involucrados en el daño provocado al DNA por el E171 en los 

modelos in vivo e in vitro. Estos mecanismos podrían ser daño en los sistemas de 
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reparación, formación de ROS, daño en moléculas antioxidantes y daño en la función 

mitocondrial (Zijno et al, 2015). 

Estos resultados indican que el E171 puede estar causando daño al DNA del colon ya 

sea mediante un modelo in vivo de forma oral o al ser administrado directamente en un 

modelo in vitro. Y como lo indica la formación de MN en el modelo in vitro, este daño 

podría causar rompimiento de cromosomas. Por otro lado, este daño podría estar 

asociado a mecanismos de genotoxicidad secundarios como la formación de ROS ya 

que se ha demostrado que el E171 tiene capacidad fotocatalítica en el medio, además 

que la interacción directa del E171 con el DNA no es suficiente para causar rupturas de 

doble cadena ya que los resultados del ensayo de degradación de DNA plasmídico 

sugieren que las partículas de E171 no son capaces de cortar completamente o 

degradar el DNA. A pesar de que la genotoxicidad por exposición a E171 ha sido 

confirmada, el mecanismo exacto de genotoxicidad aún es desconocido.  

Con el crecimiento de la nanotecnología y su aplicación en alimentos, es importante 

realizar estudios sobre los efectos de las NPs en los sistemas biológicos. Es por esto, 

que los estudios toxicológicos enfocados a NPs de grado alimenticio han ido en 

aumento. En especial, ya que el E171 es el NM más frecuentemente utilizado en 

alimentos como aditivo, es fundamental entender y describir los efectos dañinos que 

puede en el tracto gastrointestinal para poder tomar decisiones sobre el riesgo que tiene 

la población al estar ingiriéndolo constantemente a través de los alimentos, productos 

farmacéuticos y productos de cuidado personal como las pastas de dientes.  
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8. Conclusiones 

El E171 es capaz de causar genotoxicidad en colon por vía oral. 

La administración de E171 al 0.5% por medio de la dieta en un modelo murino 

induce rupturas de doble cadena en el DNA del epitelio del colon a las 4 y 10 

semanas de tratamiento. 

La exposición a 5, 10, 50 y 100 µg/cm2 de E171 por 24 h no disminuye la viabilidad 

de las células HCT116. 

Los aglomerados formados con la concentración de 100 µg/cm2 de E171 no 

permiten la visualización de los MN en las células HCT116. 

La exposición a 5, 10 y 50 µg/cm2 de E171 por 24 h induce formación de MN en 

células HCT116, la cual aumenta con respecto a la concentración. 

El E171 es fotocatalítico y puede degradar compuestos orgánicos como el AM al 

ser expuesto a luz UV. 

La capacidad fotocatalítica del E171 se ve reducida por el recubrimiento de la 

partícula con proteínas presentes en el SFB y con albúmina.  

El E171 induce rupturas de cadena sencilla al interactuar directamente con DNA 

plasmídico, este daño aumenta con respecto a la concentración.  
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9. Perspectivas 

Se sabe que además del colon, el E171 puede acumularse en órganos como hígado, 

bazo, riñones y corazón por lo que se podría analizar el daño a DNA en estos órganos 

mediante inmunoflurescencias de γH2AX en ratones alimentados con 0.5% de E171 

durante 4 y 10 semanas.  

Por otro lado, ya que se encontró que la exposición a E171 induce formación de MN, 

se podría determinar si este daño está asociado a rupturas de doble cadena 

realizando inmunofluorescencias de γH2AX, si el daño es oxidativo, mediante la 

cuantificación del marcador 8-OHdG y si el daño se encuentra en los sistemas de 

reparación (NHEJ y HR). Esto podría ser analizado en céluals HCT116 expuestas por 

24 h a 5, 10, 50 y 100 µg/cm2 de E171.  

De los ensayos de fotocatálisis realizados en este trabajo surgieron constantes dudas 

sobre la influencia de la fotocatálisis por E171 en la genotoxicidad. Debido a esto, se 

podría analizar la genotoxicidad por E171 mediante la evaluación de las rupturas de 

doble cadena realizando inmunofluorescencias de γH2AX y el daño oxidativo 

mediante la cuantificación del marcador 8-OHdG en células HCT116 expuestas 

durante a 5, 10, 50 y 100 µg/cm2 de E171 por 24 h. Finalmente, se podrían realizar 

estos ensayos exponiendo previamente el E171 a luz UVC durante 2 h para analizar 

si el cambio en su superficie es capaz de aumentar su genotoxicidad.  
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